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Razporeditev mikrotubulov v epitelnih celicah različnih regij prebavne cevi pri 
nevretenčarskih modelnih organizmih 
 
Povzetek: 
Prebavilo nevretenčarskega modelnega organizma P. scaber sestavljajo požiralnik, 
želodec in zadnje črevo ter prebavne žleze. Zadnje črevo delimo na tri anatomsko in 
funkcijsko različna področja, to so anteriorna komora, papilatna regija in rektum. Vsak 
del prebavila opravlja določeno funkcijo. Naloga želodca je drobljenje, sortiranje in 
filtriranje hrane; v anteriorni komori poteka prebava in absorpcija; v papilatni regiji pa 
transport ionov in reabsorpcija vode Z imunolokalizacijo smo analizirali variabilnost 
razporeditve mikrotubulov v epitelnih celicah različnih anatomskih regij prebavne cevi. 
Ugotovili smo, da je največ mikrotubulov v področju tiflosolisa in tiflosolnih gub v 
zadnjem delu anteriorne komore in v papilatni regiji, kjer so razporejeni v apikalno-
bazalnih snopih. Veliko mikrotubulov je tudi v apikalnih delih celic inferomedianuma 
želodca ter celic tiflosolisa in tiflosolnih gub v sprednjem in osrednjem delu anteriorne 
komore. V splošnem je mikrotubulov več v mehansko bolj obremenjenih delih prebavne 
cevi. 
 
Ključne besede: Porcellio scaber, anteriorna komore, papilatna regija, 
imunolokalizacija, mikrotubuli, epitel 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Distribution of microtubules in the epithelial cells of different digestive tract 
regions in invertebrate model organisms 
 
Abstract: 
The digestive system of the model invertebrate organism P. scaber consists of the 
esophagus, stomach, hindgut and digestive glands. Hindgut is divided into three 
anatomically and functionally distinct parts, the anterior chamber, papillate region, and 
rectum. Each part of the digestive system has a specific function. The stomach performs 
mastication, sorting and filtering of the food; in the anterior chamber digestion and 
absorption of nutrients take place; and in the papillate region ion transport and water 
reabsorption take place. We analyzed the variability of the microtubule distribution in 
epithelial cells of different anatomical regions of the digestive tract by 
immunolocalization. The results show that microtubules are most abundant in the area of 
typhlosolis and typhlosolic folds in the posterior region of the anterior chamber and in the 
papillate region, where they are arranged in the apical-basal bundles. A large number of 
microtubules is also present in the apical parts of cells in inferomedianum of the stomach 
and in typhlosolis and typhlosolic folds of the anterior and middle regions of the anterior 
chamber. Microtubules are in general more abundant in mechanically loaded parts of the 
digestive tract. 
 
Key words: Porcellio scaber, anterior chamber, papillate region, immunolocalization, 
microtubules, epithelium 
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1. Uvod 
1.1 Mikrotubuli 
1.1.1 Zgradba 
Mikrotubuli so polimeri proteina tubulina, izoblikovani v dolge cevaste strukture, ki so 
sestavni del celičnega ogrodja. Mikrotubul ima premer 25 nm in je sestavljen iz trinajst v 
cevko povezanih protofilamentov. Protofilamenti so sestavljeni iz heterodimerov α- in β-
tubulina. Mikrotubuli so polarne strukture, imajo hitro rastoči plus konec in počasi rastoči 
minus konec. Poleg α- in β-tubulina je v celici še γ-tubulin, ki je običajno sestavni del 
centrosoma in ima glavno vlogo pri tvorbi mikrotubulov. α- in β-tubulin vsebujeta 
vezavno mesto za GTP. Hidroliza GTP v GDP na β-tubulinu doprinese k razgradnji 
mikrotubula. Proces preklapljanja mikrotubulov med rastočo in nerastočo fazo oziroma 
fazo krčenja imenujemo dinamična nestabilnost. Mikrotubul se daljša, ko se dodajajo 
nove molekule tubulina z vezanim GTP hitreje kot se ta hidrolizira v GDP. Ob 
upočasnjeni polimerizaciji pride do hidrolize GTP, ki je vezan na tubulinu na plus koncu 
mikrotubula. Tubulin z vezanim GDP disociira in tako se začne mikrotubul krajšati. 
Mikrotubul ostaja enako dolg, če se tubulini z vezanim GDP odcepljajo z minus konca z 
enako hitrostjo kot se na plus koncu dodajajo novi tubulini z vezanim GTP [1]. 
Celice se razlikujejo po razporeditvi mikrotubulov znotraj citoplazme. Pogosto so 
mikrotubuli razporejeni radialno, minus konci mikrotubulov se pritrjujejo na centrosom 
v centralnem delu celice, plus konci pa segajo v celični korteks. Pri polariziranih epitelnih 
celicah so mikrotubuli tipično razporejeni v apikalno-bazalni smeri [2, 3]. 
1.1.2 Funkcije 
Mikrotubuli so del celičnega ogrodja, sodelujejo pri vzdrževanju celične ultrastrukture in 
pri številnih celičnih procesih [1]. Razporeditev mikrotubulov je povezana s polarnostjo 
celic [2, 3]. Sodelujejo tudi pri organizaciji Golgijevega aparata, saj vzdržujejo njegovo 
strukturo, sodelujejo pri ponovnem sestavljanju pri celični delitvi in vplivajo na signalne 
poti, ki so vključene v regulacijo mnogih celičnih procesov [4, 5]. Pomembno vlogo imajo 
tudi pri transportnih procesih v celici. V celici so mikrotubuli nekakšne tirnice, po katerih 
poteka znotrajcelični transport, kot je gibanje sekrecijskih veziklov in razporejanje 
organelov v citoplazmi. Ključni so tudi za celično delitev, saj oblikujejo delitveno vreteno 
in omogočijo potovanje kromosomov na pola celice. Mikrotubuli so pomembni pri 
sestavljanju aksoneme bička in bazalnega telesa pri migetalkah. Delujejo kot substrati za 
motorne proteine, ki se lahko premikajo vzdolž mikrotubulov in tako pretvarjajo kemično 
energijo v mehanično, ki olajša gibanje [1]. 
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1.2 Epitel 
Epiteli so ena od štirih skupin živalskih tkiv. Epiteli pokrivajo telesno površino in notranje 
površine votlin v organih. Sestavljeni so iz celic, ki so tipično nameščene tesno skupaj in 
se pritrjajo na bazalno lamino. Bazalna lamina je plast zunajceličnega matriksa, ki ga 
izločajo epitelne celice. Med seboj so povezane s specializiranimi medceličnimi stiki. 
Epitele delimo na enoslojne in večslojne. Enoslojni epitel je sestavljen iz ene plasti celic. 
Vsaka celica se pritrja na bazalno lamino. Tak epitel je značilen za področja, kjer poteka 
absorpcija in filtracija. Večslojni epitel je sestavljen iz več plasti celic in ima predvsem 
zaščitno vlogo. Epitele delimo tudi glede na obliko celic, ki ta epitel sestavljajo (ploščati, 
stolpičasti, kubični). Epitelne celice se med seboj lahko morfološko zelo razlikujejo, saj 
opravljajo zelo različne funkcije. Epiteli so selektivno prepustni in so ključni pri procesih 
absorpcije, sekrecije, transporta, zaščite in sprejemanja zunanjih signalov [6]. 
Plazmalemo epitelnih celic delimo na tri funkcijsko različne dele oziroma domene, in 
sicer na apikalno, lateralno in bazalno. Za apikalno domeno je značilno, da meji na lumen 
ali zunanjost. Lahko vsebuje specifične encime, ionske kanale in prenašalne proteine. 
Pogosto je izoblikovana v specifične ultrastrukturne modifikacije, kot so mikrovili in 
cilije. Mikrovili se pogosto nahajajo tudi na epitelnih celicah prebavila. Mikrovili so po 
obliki in velikosti zelo različni. Njihova funkcija je tudi povečanje absorpcijske površine. 
V celicah v prebavilu, kjer je veliko transporta tekočin in absorpcije metabolitov, so 
mikrovili dolgi in nameščeni tesno skupaj. Cilije se nahajajo na površju epitelnih celic v 
sapniku in sapnicah [6]. 
Lateralna domena plazmaleme je področje stika celic z drugimi celicami v epitelni plasti, 
s katerimi se povezuje tudi preko različnih medceličnih stikov. Bazalna domena 
plazmaleme leži ob bazalni lamini, na katero se pritrja. Pod bazalno lamino je tipično 
vezivno tkivo [6]. Bazalna plazmalema je pogosto oblikovana v bazalni labirint. To je 
nagubanje bazalne plazmaleme, ki poveča površino za izmenjavo in transport snovi [7]. 
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1.3 Prebavna cev kopenskih rakov enakonožcev 
Prebavilo kopenskih rakov enakonožcev je sestavljeno iz požiralnika, želodca, zadnjega 
črevesa ter prebavnih žlez (hepatopankreas) (slika 1). Zadnje črevo delimo na tri 
anatomsko in funkcijsko različna področja, to so anteriorna komora, papilatna regija in 
rektum [8]. 
Želodec je strukturno najkompleksnejši del prebavne cevi. Mišice, ki obdajajo želodec, 
omogočajo premikanje posameznih delov želodca in s tem tudi njegove osnovne funkcije, 
kot so drobljenje, sortiranje in filtriranje hrane. Iz želodca potuje hrana preko filtrov v 
prebavne žleze, kjer poteče glavni del absorpcije hranil [8]. 
Vsebina iz želodca prehaja tudi v zadnje črevo, natančneje v anteriorno komoro. Za  
anteriorno komoro je značilna dorzalna guba črevesnega epitela, ki se imenuje tiflosolis. 
Ta tvori skupaj z dvema lateralnima gubama dva tiflosolna kanala, ki potekata vzdolž 
dorzalne stene anteriorne komore od želodca do papilatne regije, in omogočata vračanje 
sestavin prebavljene hrane iz posteriornega dela zadnjega črevesa. V anteriorni komori 
poteka predvsem prebava hrane in absorpcija [8, 9]. Anteriorni komori sledita še papilatna 
regija in rektum. V papilatni regiji poteka reabsorpcija vode in transport ionov, v rektumu, 
ki ga od papilatne regije ločuje mišični sfinkter, pa poteka stiskanje ostankov hrane. S 
tem se iz iztrebkov učinkovito iztisne voda [8]. 
1.3.1 Epitel zadnjega črevesa kopenskih rakov enakonožcev 
Uporabljeni modelni organizem, rak vrste Porcellio scaber, spada med kopenske rake 
enakonožce. Epitel zadnjega črevesa je zgrajen iz enega sloja celic, ki so izodiametrične 
in imajo velika jedra. Na apikalni površini epitelov ektodermalnega izvora, kot so 
epidermis ter epitel sprednjega in zadnjega črevesa,  se nahaja kutikula, ki služi kot zaščita 
celic pred zunanjimi vplivi. Kutikula se lahko razlikuje po fizikalnih lastnostih in 
debelini. Na predelih, ki potrebujejo več zaščite, je običajno debelejša in močnejša [9, 10, 
11]. Epitelne celice zadnjega črevesa kopenskih rakov enakonožcev imajo na apikalni 
plazmalemi izoblikovan apikalni labirint. To je intenzivno nagubanje apikalne 
membrane, ki poveča membransko površino [11].  
Epitelne celice različnih predelov črevesa se razlikujejo tako po funkciji kot po 
morfologiji. Vloga epitelnih celic anteriorne komore je predvsem v absorpciji hranil, 
vloga epitelnih celic v papilatni regiji pa transport ionov in vode oziroma osmoregulacija. 
Po velikosti so epitelne celice obeh regij približno enake, razlikujejo pa se po obliki. 
Bazalni deli epitelnih celic črevesa v papilatni regiji so kupolasto izbočeni v hemocel,  
apikalni deli pa so sploščeni. Obratno je v anteriorni komori, kjer so apikalni deli epitelnih 
celic kupolasto izbočeni v lumen [11]. 
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Slika 1: Prebavni sistem kopenskih rakov enakonožcev. Na sliki sta prikazani samo dve od štirih cevk 
hepatopankreasa. Merilo: 1mm. Prirejeno po Hames in Hopkin, 1989. 
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2. Namen dela in hipoteza 
Cilj diplomskega dela: ugotoviti kako so razporejeni  mikrotubuli v epitelnih celicah v 
različnih regijah prebavne cevi nevretenčarskega modelnega organizma Porcellio scaber.  
Pripravili smo kriostatske in parafinske rezine ter izvedli imunolokalizacijo mikrotubulov 
s protitelesi za α-tubulin in sekundarnimi protitelesi z označevalcem Alexa Fluor 488. Z 
uporabo fluorescenčnih označevalcev smo lokalizirali mikrotubule in analizirali 
variabilnost razporeditve mikrotubulov v različnih celicah v okviru istega epitela. 
Primerjali smo razporeditev mikrotubulov v celicah, ki se razlikujejo po obliki in so 
značilne za anatomsko različne regije epitela prebavne cevi pri organizmu Porcellio 
scaber.  
Pred pričetkom dela smo postavili hipotezo.  
 Epitelne celice različnih anatomskih regij prebavne cevi se razlikujejo po 
vsebnosti in razporeditvi mikrotubulov. 
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3. Materiali in metode 
3.1  Kemikalije 
 0,1 % raztopina poli-L-lizina (Sigma-Aldrich) 
 10 M natrijev hidroksid (NaOH) (Sigma-Aldrich) 
 2,3 M saharoza (Sigma-Aldrich) 
 50 %, 70 %, 80 %, 90 %, 96 % in 100 % etanol (C2H5OH)  (Merck) 
 Bistrilno sredstvo Ultraclear (J. T. Baker) 
 Destilirana voda (H2O) 
 Detergent Kemex (Kemika) 
 Dietileter ((C2H5)2O) (Merck) 
 Dinatrijev hidrogenfosfat dihidrat (Na2HPO4 x 2 H2O) (Merck) 
 EDTA-dinatrijeva sol (Merck) 
 Glicerol (C3H8O3) 
 Goveji serumski albumin (BSA) (Sigma-Aldrich) 
 HEPES (C8H18N2O4S) (Sigma-Aldrich) 
 Histološki medij za pokrivanje Fluoroshield z barvilom DAPI (Sigma-Aldrich) 
 Kalijev klorid (KCl) (Merck) 
 Medij za zamrzovanje tkiva OCT (Leica) 
 Natrijev dihidrogenfosfat monohidrat (NaH2PO4 x H2O) (Merck) 
 Natrijev klorid (NaCl) (Sigma-Aldrich) 
 Parafinski vosek Paraplast Plus (McCormick Scientific) 
  paraformaldehid (Sigma-Aldrich) 
 Primarna monoklonska mišja protitelesa anti α-tubulin (Sigma-Aldrich) 
 Propanol (C3H8O) (Honeywell) 
 Sekundarna kozja proti-mišja IgG protitelesa s konjugiranim fluorokromom 
Alexa Fluor 488 (Invitrogen) 
 Voda MiliQ 
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3.2  Naprave in osnovna oprema 
 Britvica 
 Fluorescenčni mikroskop AxioImager.Z1 (Zeiss) s kamerama AxioCam HRC 
(Zeiss) in AxioCam MRc (Zeiss) 
 Hidrofobni flomaster 
 Kovinski noži za mikrotom RM 2265 (Leica) 
 Kriostat CM 1850 (Leica) 
 Krovniki 
 Mikrotom RM 2265 (Leica) 
 Objektna stekelca 
 Parafilm 
 Postaja za vklapljanje vzorcev v parafin HistoCore Arcadia H (Leica) 
 Termoplošča TBP (Marijan Krokter s. p.) 
 
3.3 Programska oprema 
 Program FijiImageJ 
 Program LAS (Leica) 
 Program Axiovision (Zeiss) 
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3.4 Metode 
3.4.1 Priprava raztopin 
Priprava 12 % želatine v 0,1 M pufru HEPES: Želatino (6 g) smo raztopili v 75 ml 0,1 
M pufra HEPES, najprej na mešalu za 10 minut pri sobni temperaturi, nato pa s 
segrevanjem na 60 °C za približno 5 ur. Raztopino smo nato ohladili na 37 °C in 
dopolnili s pufrom HEPES do 250 ml. 
Priprava delovne raztopine pufra HEPES: Najprej smo pripravili založno raztopino 0,2 
M pufra HEPES s pH 7.2 tako, da smo zmešali 9,54 g HEPES v 200 ml destilirane vode 
in raztopini uravnali pH na 7.2 z 10 M NaOH. Založno raztopino smo nato dvakrat 
redčili, da smo dobili 0,1 M pufer HEPES, ki je bil naša delovna raztopina. 
Priprava raztopine formaldehida za fiksacijo: V 100 ml vode MiliQ smo raztopili 8 g 
paraformaldehida s segrevanjem na 60 °C in dodajanjem 10 M NaOH. Raztopino smo 
zmešali z 0,2 M pufrom HEPES v razmerju 1:1, da smo dobili 4 % raztopino 
formaldehida v 0,1 M pufru HEPES (pH= 7.2). 
Priprava delovne raztopine pufra PBS: Natehtali smo 0,575 g NaH2PO4 x H2O, 3,6 g 
Na2PO4 x 2 H2O, 20 g NaCl in 0,5 g KCl. To smo raztopili v 150 ml destilirane vode ter 
raztopino dopolnili z destilirano vodo do 250 ml, ji uravnali pH na 7,3 in jo za uporabo 
desetkrat redčili. 
Priprava raztopine govejega serumskega albumina: Z rahlim mešanjem s pipeto smo 0,1 
g BSA raztopili v 10 ml PBS. 
Redčenje primarnih protiteles 1:500 v 1 % BSA: Primarna protitelesa smo najprej 
redčili 1:9 v volumskem razmerju. Te smo nadalje redčili še 1:4 in tako dobili 50-krat 
redčena protitelesa. Ta protitelesa pa smo redčili še 1:9 in dobili 500-krat redčena 
protitelesa. 
Redčenje sekundarnih protiteles 1:300 z 1 % BSA: Sekundarna protitelesa smo redčili 
1:2 v volumskem razmerju, nato pa še 1:9, da smo dobili tridesetkrat redčena 
protitelesa. Ta smo nato redčili še 1:9 in dobili 300-krat redčena sekundarna protitelesa. 
Priprava 12,3 % EDTA: Natehtali smo 1,35 g EDTA in jo raztopili v 9,75 ml destilirane 
vode. Ker se med raztapljanjem EDTA pH raztopine niža, je bilo potrebno med 
mešanjem postopno dodajati 10 M NaOH, tako da je bil pH končne raztopine 7,5. 
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3.4.2 Priprava kriostatskih in parafinskih rezin 
Odrasle živali modelnega organizma Porcellio scaber Latreille, 1804 
(Crustacea:Isopoda) smo narkotizirali v hlapih dietiletra v digestoriju, jih stehtali in 
določili spol. Izbrali smo živali brez zunanjih znakov levitve, med samicami pa le tiste 
brez valilnika. Za pripravo kriostatskih rezin smo žival secirali in previdno izolirali 
celotno črevo. V pufru smo črevesa prerezali prečno na anteriorni in posteriorni del (glej 
tabelo 1). Za pripravo parafinskih rezin pa smo živalim odstranili okončine in del zadka 
(ostane celoten sprednji del črevesja) ali glavo (ostane celoten zadnji del črevesja) (glej 
tabelo 1). Vse vzorce smo takoj po sekciji prenesli v fiksativ 4 % formaldehid v 0,1 M 
pufru HEPES in jih fiksirali na sobni temperaturi na rotorju 3 ure oziroma čez noč, nato 
smo jih prenesli v hladilnik na 4 °C ali pa takoj nadaljevali z vklapljanjem. S pomočjo 
rotorja smo zagotovili hitrejše in bolj učinkovito prodiranje raztopin v tkivo.  
 
 
ŽIVAL SPOL MASA  REZINE 
1 
 
samec 0,076 g kriostatske 
2 
 
samec 0,070 g kriostatske 
3 
 
samica 0,088 g kriostatske 
4  
 
samec 0,066 g kriostatske 
5  
 
6 
 
7 
 
8 
 
9 
 
10 
 
11 
samec 
 
samec  
 
samica 
 
samec 
 
samica 
 
samica 
 
samec 
0,069 g 
 
0,023 g 
 
0,027 g 
 
0,031 g 
 
0,023 g 
 
0,033 g 
 
0,036 g 
kriostatske 
 
parafinske 
 
parafinske 
 
parafinske 
 
parafinske 
 
parafinske 
 
parafinske 
 
 
 
Tabela 1: Spol in masa živali vključenih v eksperiment. 
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Po fiksaciji smo vzorce za kriostatske rezine spirali z 0,1 M pufrom HEPES trikrat po 10 
minut. Vzorce smo nato infiltirirali z 12 % želatino v 0,1 M pufru HEPES 30 minut pri 
37 °C. Sledilo je strjevanje blokcev na ledu. Ko so se blokci strdili, je sledila infiltracija 
z 2,3 M saharozo v 0,1 M pufru HEPES čez noč pri 4 °C. Saharoza deluje kot 
krioprotektant in omogoča lepše zamrzovanje tkiva. Naslednji dan smo vzorce v 
modelčkih zalili z medijem OCT in jih zamrznili v kriostatu pri -25 °C. 
Zamrznjene vzorce v mediju OCT smo z medijem pritrdili na mrzel nosilec in počakali, 
da v kriostatu medij za pritrjanje dobro zamrzne. Nato smo zamrznjene blokce v kriostatu 
s hladno britvico obrezali in oblikovali rezalno površino. Oblikovan blokec  smo pritrdili 
v nosilec in pripravili 10 µm debele rezine. Rezine smo nato pritrdili na objektno stekelce 
pokrito z adhezivom poli-L-lizin. Rezini smo se približali s stekelcem, ki je bilo segreto 
na sobno temperaturo, in jo odtalili na stekelcu. Rezine smo nato posušili na zraku in jih 
do nadaljnje obdelave (barvanja, označevanja) hranili pri 4 °C. 
Objektna stekelca z adhezivom poli-L-lizin olajšajo pritrjevanje tkiva in celic na stekelca. 
Pripravili smo jih tako, da smo objektna stekelca v stojalu namakali  30 minut v banjici z 
detergentom Kemex. Nato smo jih spirali 30 minut pod tekočo vodovodno vodo ter 
dvakrat po 5 minut z destilirano vodo. Sledila je 5-minutna inkubacija stekelc v 0,01 % 
raztopili poli-L-lizin. Po 5 minutah smo stojalo s stekelci vzeli iz raztopine in jih pustili 
na sobni temperaturi, da so se posušila. 
Vzorce za parafinske rezine smo po fiksaciji spirali trikrat po 20 minut z 0,1 M pufrom 
HEPES. Po spiranju smo vzorce dekalcificirali v 12,5 % EDTA za približno 5 ur, nato 
smo jih trikrat po 20 minut spirali v pufru HEPES. Sledila je dehidracija vzorcev, najprej 
enkrat v 50 % etanolu 20 minut in potem enkrat v 70 % etanolu, kjer smo jih shranili čez 
noč na 4 °C . Naslednji dan je sledila dehidracija v 70 % etanolu  po 20 minut, potem pa 
enkrat v 80 % etanolu, dvakrat v 90 % etanolu, dvakrat v 96 % etanolu in še dvakrat v 
100 % etanolu, vsakič po dvajset minut. Po dehidraciji smo vzorce prenesli v majhne 
kasete za vklapljanje vzorcev v parafin, te pa v bistrilno sredstvo Ultraclear, kjer smo jih 
inkubirali 30 minut, nato pa v drugo menjavo sredstva Ultraclear prav tako za 30 minut. 
Po prepojitvi z bistrilnim sredstvom smo kasete z vzorci prenesli v parafinski vosek 
Paraplast Plus na 60 °C, kjer smo jih inkubirali približno 4 ure. Po štirih urah smo jih 
prenesli v drugo banjico voska in jih inkubirali čez noč pri 60 °C. Naslednji dan smo 
vzorce vklopili v čisti vosek s pomočjo naprave HistoCore Arcadia H. Vzorce smo 
orientirali tako, da so bili v kovinskem kalupu za vklapljanje postavljeni navpično, kar 
pomeni, da smo lahko pripravili prečne rezine živali. Nekateri so bili orientirani s 
sprednjim delom navzgor, drugi pa navzdol. 
Vzorce, vklopljene v parafin, smo najprej obrezali z britvico in oblikovali primerno 
rezalno površino, jih pritrdili v nosilec mikrotoma in rezali s kovinskim nožem. Rezine 
debeline 7 µm smo položili na očiščena objektna stekelca, na katerih je bila kapljica 
destilirane vode. Stekelca smo za nekaj sekund položili na termoploščo (48 °C), da so se 
rezine raztegnile, nato pa smo popivnali vodo in jih posušili na termoplošči. 
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3.4.3 Imunooznačevanje kriostatskih in parafinskih rezin 
Pri parafinskih rezinah smo morali pred označevanjem iz vzorcev odstraniti parafin in 
vzorce rehidrirati. Rezine smo zato inkubirali po 5 minut v bistrilni raztopini Ultraclear 
(3-kratna menjava), nato pa po 3 minute dvakrat v propanolu, dvakrat v 96 % etanolu in 
dvakrat v 70 % etanolu, na koncu smo jih prenesli v destilirano vodo. 
Kriostatske in parafinske rezine smo pred označevanjem pregledali z mikroskopom, 
izbrali primerne rezine in jih obkrožili s hidrofobnim flomastrom. Stekelca smo nato 10 
minut spirali s pufrom PBS. Nato smo izbrane rezine inkubirali v raztopini 1 % BSA 45 
minut pri sobni temperaturi. Po blokadi smo rezine inkubirali čez noč pri 4 °C v raztopini 
primarnih protiteles anti α-tubulin, 500-krat redčenih. Naslednji dan je sledilo spiranje s 
pufrom PBS trikrat po 15 minut in inkubacija na sobni temperaturi in v temi v raztopini 
sekundarnih protiteles, ki so konjugirana s fluorokromom, 300-krat redčenih, eno uro. Po 
inkubaciji smo rezine  trikrat po 10 minut spirali s pufrom PBS v temi, pufer odlili s 
stekelc in rezine pokrili s krovnim medijem Fluoroshield z barvilom DAPI, in s 
krovnikom. Negativno kontrolo smo pripravili na enak način, le da smo namesto 
inkubacije s primarnimi protitelesi rezine čez noč inkubirali v 1% BSA.  
3.4.5 Mikroskopiranje 
Fluorescenčno označene rezine smo pregledovali in slikali s fluorescenčnim 
mikroskopom AxioImager.Z1. Pri analizi smo uporabili filtrski set 01 za DAPI 
(ekscitacija BP 364/12, FT 395, emisija LP 397) in filtrski set 09 za fluorokrom 
AlexaFluor 488 (ekstrakcija BP 450-490, FT 510, emisija LP 515). Da bi pridobili 
informacije o splošni strukturi prereza tkiva, smo rezine slikali tudi s tehniko DIC 
(diferencialni interferenčni kontrast). Sledilo je združevanje slik imunofluorescence in 
DAPI ter imunofluorescence in DIC v programu FijiImageJ za pomoč pri analizi mesta 
reakcije. 
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4. Rezultati in razprava 
Analizirali smo različne regije prebavne cevi, in sicer želodec, anteriorno komoro in 
papilatno regijo. V vseh regijah je epitel enoslojen, velika razlika pa je v obliki celic. 
Celice so lahko sploščene, izodiametrične ali stolpičaste, odvisno od črevesne regije. S 
pomočjo imunofluorescenčnega označevanja smo ugotavljali razlike v prisotnosti in 
razporeditvi mikrotubulov v celicah različnih regij, kar natančneje opisujemo v naslednjih 
poglavjih. Rezultate smo poskušali povezati s funkcijo določene regije epitela. 
4.1 Razporeditev mikrotubulov v epitelu želodca 
Epitel želodca sestavlja veliko majhnih celic, razporejenih v enem sloju (slika 2). 
Najmočnejša reakcija je v apikalnih delih celic (slika 2 B). Mikrotubuli se razporejajo v 
snopih v apikalno-bazalni smeri. Ob primerjavi kriostatskih in parafinskih rezin lahko 
vidimo prednosti in slabosti posameznih rezin. Kriostatska rezina prikazuje vzdolžni 
prerez želodca (slika 2), parafinska rezina pa prečni prerez želodca, kjer je struktura bolj 
ohranjena (slika 3). 
 
  
 
 
 
 
Na sliki 3, ki prikazuje parafinsko rezino, je dobro razvidna struktura epitela želodca. Na 
parafinski rezini lahko vidimo, da je epitel enoslojen, dobro sta vidna tudi filtra (sliki 3 B 
in 3 C), ki filtrirata hrano in preko katerih ta potuje iz želodca v prebavne žleze [8]. 
Opazimo lahko tudi mišice, ki omogočajo premikanje posameznih delov želodca, ki drobi 
in sortira hrano [8]. 
Želodčna stena je na spodnjem (trebušnem) delu želodca oblikovana v veliko sredinsko 
gubo (inferomedianum), kjer je reakcija za mikrotubule zelo izrazita, in sicer najbolj v 
apikalnem predelu celic. Na stranskih dveh gubah (inferolateralia) je reakcija šibkejša.  
A 
B C 
Slika 2: Razporeditev mikrotubulov v epitelu želodca P. scaber, vzdolžni prerez, kriostatska rezina. Vsaka 
slika je združena iz slik s fluorescenčno označenimi mikrotubuli (zeleno) in fluorescenčno označenimi jedri 
z barvilom DAPI (modro). Slika A prikazuje vzdolžni prerez želodca, slika B pa je posnetek iste rezine pri 
večji povečavi. B) Slika prikazuje epitel želodca, kjer se mikrotubuli nahajajo apikalno. lu-lumen 
 
 
Slika 1: Prečni prerez želodca, kriostatska rezina 
Vsaka slika je združena iz slike s fluorescenčno označenimi mikrotubuli (zeleno) in fluorescenčno 
označenimi jedri z barvilom DAPI ( odro). Slika A prikazuje prečni prerez želodca, sliki B pa je večja 
povečava te slike. B) Slika prikazuje epitelij želodca, kjer se mikrotubuli nahajajo apikalno. lu-lumen 
 
 
Slika 2: Prečni prerez želodca, kriostatska rezina 
Vsaka slika je združena iz slike s fluorescenčno označenimi mikrotubuli (zeleno) in fluorescenčno 
označenimi jedri z barvilom DAPI (modro). Slika A prikazuje prečni prerez želodca, sliki B pa je večja 
povečava te slike. B) Slika prikazuje epitelij želodca, kjer se mikrotubuli nahajajo apikalno. lu-lumen 
 
 
Slika 3: Prečni prerez želodca, kriostatska rezina 
B 
lu 
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Epitel želodca, specifično oblikovana kutikula in mišice sodelujejo pri mehanski 
obdelavi, filtriranju in transportu hrane [8]. 
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Slika 3: Razporeditev mikrotubulov v epitelu želodca P. scaber, prečni prerez,  parafinska rezina. Sliki 
A in B sta združeni iz slik s fluorescenčno označenimi mikrotubuli (zeleno) in fluorescenčno označenimi 
jedri z barvilom DAPI (modra), slika C pa je združena iz slike s fluorescenčno označenimi mikrotubuli 
in slike, posnete s tehniko DIC. Slika A predstavlja prečni prerez želodca, sliki B in C pa sta  posnetka 
iste rezine pri večji povečavi. B, C) Ob želodcu sta na vsaki strani vidna filtra. Mikrotubuli so prisotni 
predvsem v apikalnih delih epitelnih celic sredinske gube (inferomedianum). f-filter, k-kutikula, lu-
lumen, m-mišica, im-inferomedianum (sredinska guba), il-interolateralia (stranska guba) 
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4.2  Razporeditev mikrotubulov v epitelnih celicah anteriorne komore 
Anteriorna komora je sprednji del zadnjega črevesa in predstavlja večji del celotne 
prebavne cevi. Zaradi velikosti in raznolikosti smo anteriorno komoro obravnavali po treh 
delih, in sicer kot sprednji, osrednji in zadnji del. 
4.2.1 Razporeditev mikrotubulov v epitelnih celicah sprednjega dela anteriorne 
komore  
V sprednjem delu anteriorne komore, v področju prehoda med želodcem in anteriorno 
komoro, je razporeditev mikrotubulov v predelu želodca enaka kot na sliki 3 A (slika 5 
A). Na zgornjem delu slike 5 A je vidna značilna guba stene anteriorne komore, ki se 
imenuje tiflosolis. Ob tiflosolisu sta na vsaki strani tiflosolna kanala, ki sta na tem predelu 
anteriorne komore zelo velika. Celice, ki tvorijo tiflosolna kanala in tiflosolis, so 
sploščene in zelo široke (sliki 5 C in 5 E).  
Mikrotubuli so v celicah tiflosolisa in tiflosolnih kanalov zgoščeni apikalno (slike 5 B, 5 
C, 5 D in 5 E), v ostalih predelih pa se večinoma nahajajo po celotni apikalno-bazalni osi 
celice (slika 5 A). V apikalnem delu črevesnih celic je v splošnem razvit apikalni labirint. 
To je nagubanje apikalne membrane, ki je vidno kot navpične linije pod kutikulo (slika 
4).  
  
 
 
  
 
   
Slika 4: Apikalni labirint črevesnih epitelnih celic P.scaber, parafinska 
rezina. Slika je posneta s tehniko DIC. k-kutikula, l-labirint, lu-lumen 
k 
l 
lu 
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Slika 5: Razporeditev mikrotubulov v epitelnih celicah sprednjega dela anteriorne komore črevesa P. 
scaber, parafinska rezina. Sliki B in D sta združeni iz slik s fluorescenčno označenimi mikrotubuli 
(zelena) in fluorescenčno označenimi jedri z barvilom DAPI (modra), slike A, C in E pa so združene iz 
slik s fluorescenčno označenimi mikrotubuli in slik, posnetih s tehniko DIC. Slike B, C, D in E 
predstavljajo isto rezino posneto pri večji povečavi. A) Prečni prerez celotnega sprednjega dela 
anteriorne komore in želodca. B, C) Razporejanje mikrotubulov v predelu tiflosolisa. D, E) Razporejanje 
mikrotubulov v predelu tiflosolnega kanala. t-tiflosolis, tk-tiflosolni kanal, k-kutikula, l-labirint, lu-
lumen, tr-trebušni del, hr-hrbtni del 
t 
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lu lu 
lu lu 
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4.2.2 Razporeditev mikrotubulov v epitelnih celicah osrednjega dela anteriorne 
komore 
V osrednjem delu anteriorne komore (slika 6) lahko opazimo, da je oblika epitela na tem 
predelu drugačna v primerjavi z epitelom v sprednjem delu anteriorne komore (slika 5). 
Celice so manj sploščene, večinoma so izodiametričnih oblik (sliki 6 E in 6 F). Epitel v 
predelu tiflosolisa in tiflosolnih kanalov je višji v primerjavi s sprednjim delom anteriorne 
komore (slika 6 A).  
Prerez osrednjega dela anteriorne komore bolj proti zadnjemu delu kaže, da se oblika 
celic spreminja že znotraj osrednjega dela anteriorne komore. V primerjavi z 
izodiametričnimi celicami v ostalem osrednjem delu anteriorne komore so celice proti 
zadnjemu delu bolj stolpičaste (slike 7 A, 7 F in 7 G). Tiflosolis je proti zadnjemu delu 
anteriorne komore manjši, po obliki je bolj podoben trapezu (sliki 7 B in 7 C). 
Razporeditev mikrotubulov je po celotnem osrednjem delu anteriorne komore podobna. 
Na trebušni strani so mikrotubuli razporejeni po celotni apikalno-bazalni osi celic (slike 
6 E, 6 F in 7 F), medtem ko je hrbtni strani reakcija močnejša v apikalnih delih celic, ki 
sestavljajo tiflosolna kanala (slika 6 C, 6 D, 7 B, 7 C, 7 D in 7 E). Predel tiflosolisa in 
tiflosolnih kanalov se po razporeditvi mikrotubulov v osrednjem delu anteriorne komore 
ne razlikuje bistveno od tistega v sprednjem delu.  
Z negativno kontrolo, kjer izpustimo samo inkubacijo s primarnimi protitelesi, smo 
pokazali, da reakcije na epitelu ni (slika 6 B). S tem preverimo potencialno nespecifično 
vezavo sekundarnih protiteles. V lumnu prebavne cevi pa so tako pri reakciji kot negativni 
kontroli vidni deli hrane, ki avtofluorescirajo. 
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Slika 6: Razporeditev mikrotubulov v epitelnih celicah osrednjega dela anteriorne komore črevesa P. 
scaber, parafinske rezine. Slike C, E in F so združene iz slik s fluorescenčno označenimi mikrotubuli 
(zelena) in fluorescenčno označenimi jedri z barvilom DAPI (modra). Sliki A in D sta združeni iz slik s 
fluorescenčno označenimi mikrotubuli in slik, ki so posnete s tehniko DIC. Sliki A in B sta manjši povečavi 
osrednjega dela anteriorne komore, ostale slike pa so iste rezine posnete pri večji povečavi . A) Prečni 
prerez osrednjega dela anteriorne komore. B) Negativna kontrola. C, D) Tiflosolis in tiflosolni kanal 
osrednjega dela anteriorne komore. Mikrotubli so zgoščeni v apikalnih delih celic. E, F) Trebušni del 
osrednjega dela anteriorne komore. Celice so izodiametrične oblike. Mikrotubuli so razporejeni po celotni 
celici. t-tiflosolis, tk-tiflosolni kanal, k-kutikula, l-labirint, lu-lumen, hr-hrbtni del, tr-trebušni del 
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Slika 7: Razporeditev mikrotubulov v epitelnih celicah osrednjega dela anteriorne komore črevesa P. scaber, 
regija bolj proti zadnjemu delu, parafinske rezine. Slike B, D in F so združene iz slik s fluorescenčno označenimi 
mikrotubuli (zelena) in fluorescenčno označenimi jedri z barvilom DAPI (modra). Slike A, C, E in G so 
združene iz slik s fluorescenčno označenimi mikrotubuli in slik, ki so posnete s tehniko DIC. A) Celotni prerez 
anteriorne komore. Ostale slike predstavljajo isto rezino pri večji povečavi. B, C) Tiflosolis in tiflosolna kanala. 
Mikrotubuli so zgoščeni na apikalnih delih celic. D, E) Celice, ki se nahajajo ob tiflosolnem kanalu, in celici, 
ki tvorita tiflosolno gubo. Največ mikrotubulov se nahaja apikalno. F, G) Celice, ki se nahajajo na trebušnem 
delu, so stolpičaste. Mikrotubuli so razporejeni po celotni celici. t-tiflosolis, tk-tiflosolni kanal, k-kutikula, l-
labirint, lu-lumen, hr-hrbtni del, tr-trebušni del, m-mišica 
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4.2.3 Razporeditev mikrotubulov v epitelnih celicah zadnjega dela anteriorne komore 
V tem delu prebavila je epitel v predelu tiflosolisa in tiflosolnih kanalov močno odebeljen, 
kraka tiflosolne gube sta zelo zmanjšana (slika 8 A). Za razliko od širokih in sploščenih 
celic tiflosolisa in tiflosolnih kanalov v osrednjem delu anteriorne komore, so te celice v 
zadnjem delu bolj stolpičaste, visoke in ozke (sliki 8 C in 8 E). Nameščene so tesno 
skupaj. V tem delu je reakcija najmočnejša (slika 8 A). Mikrotubuli so razporejeni v 
obsežnih snopih, ki segajo od apikalne do bazalne strani celic (sliki 8 B, 8 C, 8 D in 8 E). 
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Slika 8: Razporeditev mikrotubulov v epitelnih celicah zadnjega dela anteriorne komore črevesa P. 
scaber, parafinske rezine. Sliki B in D sta združeni iz slik s fluorescenčno označenimi mikrotubuli 
(zelena) in fluorescenčno označenimi jedri z barvilom DAPI (modra). Slike A, C in E so združene 
iz slik s fluorescenčno označenimi mikrotubuli in slik, ki so posnete s tehniko DIC. A) Celoten prerez 
anteriorne komore. Ostale slike so posnetki iste rezine posnete pri večji povečavi. B, C) Področje 
tiflosolisa. Celice so stolpičaste, ozke in visoke. D, E) Področje tiflosolnega kanala. Mikrotubuli 
potekajo v obsežnih snopih v apikalno-bazalni smeri. t-tiflosolis, tk-tiflosolni kanal, k-kutikula, l-
labirint, lu-lumen, hr-hrbtni del, tr-trebušni del 
l 
t 
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4.3 Razporeditev mikrotubulov v epitelnih celicah papilatne regije 
Anteriorni komori sledi papilatna regija, ki predstavlja krajši del prebavne cevi. Na sliki 
9 A je prikazan prečni prerez celotne papilatne regije pod katero leži prebavna žleza. 
Tiflosolisa ali tiflosolnih kanalov ni. Celice so ožje in v nekaterih delih bolj 
izodiametrične, v drugih pa stolpičaste oblike (slike 9 A, 9 C, 9 D in 9 E). Mikrotubuli so 
v papilatni regiji v splošnem precej številčni, vendar reakcija na rezinah običajno ni 
enakomerna po celotnem obsegu črevesnega epitela. Kot lahko vidimo na sliki 9 A se 
mikrotubuli razporejajo v snopih v apikalno-bazalni smeri po celotni celici. 
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Slika 9: Razporeditev mikrotubulov v epitelnih celicah v predelu papilatne regije črevesa P. scaber, 
parafinske rezine. Slike A, B in D so združene iz slik s fluorescenčno označenimi mikrotubuli (zeleno) 
in fluorescenčno označenimi jedri z barvilom DAPI (modra). Sliki C in E sta združeni iz slik s  
fluorescenčno označenimi mikrotubuli in slik, ki so posnete s tehniko DIC. A) Prečni prerez celotne 
papilatne regije. Ostale slike so posnetki iste rezine pri večji povečavi. B, C) Trebušni del papilatne 
regije, kjer je reakcija najmočnejša. Celice so bolj stolpičaste oblike. D, E) Hrbtni del papilatne regije, 
kjer se mikrotubuli razporejajo apikalno. Celice so izodiametrične oblike. k-kutikula, l-labirint, lu-
lumen, pž-prebavna žleza, hr-hrbtni del, tr-trebušni del 
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4.4 Primerjava rezultatov iz kriostatskih in parafinskih rezin 
Imunolokalizacijo s primarnimi protitelesi proti α-tubulinu in sekundarnimi protitelesi z 
vezanim fluorokromom smo izvedli na kriostatskih in parafinskih rezinah. Za 
predstavitev rezultatov smo uporabili večinoma parafinske rezine, pri katerih je bila dobro 
ohranjena struktura. Slabost parafinskih rezin je ta, da so epitopi tarčnih beljakovin zaradi 
vklopa v parafin lahko spremenjeni in lokalizacija s protitelesi ni uspešna, a v našem 
primeru je bila lokalizacija mikrotubulov na parafinskih rezinah uspešna [12].  
Poleg parafinskih pa smo pripravili tudi kriostatske rezine. Za te smo se odločili zato, ker 
s samim postopkom priprave načeloma ne vplivamo veliko na samo tkivo ali na epitope 
tarčnih beljakovin. Dele črevesa živali (anteriorno komoro z želodcem in papilatno regijo) 
smo izolirali in vanje infiltrirali saharozo, ki deluje kot krioprotektant. Te smo nato zalili 
z medijem za zamrzovanje in zamrznjene rezali. Postopek je v primerjavi s pripravo 
parafinskih rezin veliko krajši in z njim manj vplivamo na samo tkivo, saj ne vključuje 
dekalcifikacije, dehidracije, rehidracije in segrevanja na 60 °C.  
Lep primer imunolokalizacije mikrotubulov na kriostatski rezini predstavlja slika 10 A. 
Reakcija je močna in specifična. Zelo lepo se vidi apikalno-bazalna razporeditev snopov 
mikrotubulov. Slabost pri kriostatskih pa je (v primerjavi s parafinskimi), da smo težko 
določili regijo, ker običajno ne dobimo prereza po celotnem obsegu črevesa, ampak le 
fragmente. Zaradi slabše strukture vzorca namreč težje določimo orientacijo prebavne 
cevi (slika 10 B). Primer slabe kriostatske rezine je slika 10 B, ki podobno kot slika 10 A 
predstavlja fragment papilatne regije. Zaradi slabše pritrditve rezine na objektno steklo je 
rezina nagubana in slike ne moremo dobro izostriti, zato ne vidimo snopov mikrotubulov 
kot jih lahko vidimo na sliki 10 A. 
 
  
 
 
 
 
  
Slika 10: Primer dobre in slabe kriostatske rezine. Sliki A in B sta združeni iz slik s fluorescenčno 
označenimi mikrotubuli (zelena) in fluorescenčno označenimi jedri z barvilom DAPI (modra). A) 
Primer dobre kriostatske rezine. Apikalno-bazalna razporeditev mikrotubulov v papilatni regiji. B) 
Primer slabe kriostatske rezin. Fragment epitela papilatne regije. lu-lumen 
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4.5 Primerjava oblike epitela in razporeditve mikrotubulov v različnih 
regijah prebavne cevi 
Različne regije prebavne cevi se med seboj razlikujejo po strukturi, obliki celic in po 
razporeditvi mikrotubulov. Strukturno je najbolj raznolika anteriorna komora, saj so že 
znotraj same regije vidne razlike. V sprednjem delu anteriorne komore je epitel na mestu 
tiflosolisa sploščen. Prav tako je na področju tiflosolnih kanalov, ki je sestavljen iz 
sploščenih in podolgovatih celic. Tiflosolna kanala sta zelo velika. Proti koncu anteriorne 
komore so celice epitela na področju tiflosolisa in tiflosolnih kanalov višje in ožje. Torej 
od sprednjega proti zadnjemu delu anteriorne komore celice preidejo od sploščenih in 
podolgovatih do izodiametričnih ter do ožjih in višjih (stolpičastih). Proti koncu 
anteriorne komore tiflosolisa in tiflosolnih kanalov skoraj ni več vidnih. 
Ob tem, ko se epitel v predelu tiflosolisa in tiflosolnih kanalov viša in debeli, se spreminja 
tudi oblika ostalih črevesnih celic po celotnem epitelu. V sprednjem delu anteriorne 
komore so celice sploščene. Proti sredini anteriorne komore segajo apikalni deli celic 
kupolasto v lumen. S tem se poveča njihova apikalna površina, ki je povezana z 
absorptivno sposobnostjo celice. Proti papilatni regiji se celice zožijo in so bolj stolpičaste 
oblike. V papilatni regiji so celice izodiametrične, po nekaterih regijah pa so nekoliko 
bolj sploščene. 
Mikrotubuli so v vseh obravnavanih regijah prebavne cevi nameščeni v apikalno-bazalni 
smeri celic, tako kot je to v splošnem značilno za polarizirane epitelne celice [2, 3]. V 
predelu želodca je najmočnejša reakcija v predelu sredinske gube (inferomedianum). Po 
ostalem delu epitela želodca je reakcija nekoliko šibkejša, mikrotubuli so zgoščeni v 
apikalnih delih celic.  
Želodcu sledi anteriorna komora, ki predstavlja večji del celotne prebavne cevi. 
Razporeditev mikrotubulov je po celotni anteriorni komori podobna. V trebušnem delu 
so mikrotubuli razporejeni v apikalno-bazalni smeri po celotni celici, v področju 
tiflosolisa in tiflosolnih kanalov pa so zgoščeni v apikalnih delih celic. Običajno je 
reakcija nekoliko močnejša v predelu tiflosolnih kanalov kot pa v predelu tiflosolisa. Za 
zadnji del anteriorne komore so značilni izraziti obsežni snopi mikrotubulov, ki so 
nameščeni v apikalno-bazalni smeri celic tiflosolisa. 
V papilatni regiji so mikrotubuli večinoma razporejeni v obsežnih snopih po celotni 
celici. Ker je bila intenzivnost reakcije po epitelu na različnih rezinah nekoliko raznolika 
in pri določenih prerezih celic šibkejša oziroma prisotna pretežno v apikalnih delih celic 
sklepamo, da je intenzivnost reakcije odvisna od tega, v katerem predelu so celice 
prerezane. 
Če primerjamo intenzivnost reakcije v vseh delih prebavne cevi ugotovimo, da je v 
splošnem bolj intenzivna v papilatni regiji kot pa v anteriorni komori. V tem predelu se 
torej v epitelnih celicah nahaja največ mikrotubulov, ki so razporejeni po celotni celici v 
snopih v apikalno-bazalni smeri. Glavna naloga papilatne regije je reabsorpcija vode in 
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pa transport ionov [8]. Reakcija je precej intenzivna tudi v zadnjem delu anteriorne 
komore v predelu tiflosolisa in tiflosolnih kanalov. To je del, ki se približuje sfinktru med 
anteriorno komoro in papilatno regijo. Sfinkter je predel, ki mora biti še posebej močan 
in imeti trden epitel, saj se zapira in odpira ter s tem kontrolira prehod vsebine črevesa. 
Prisotnost obsežnih snopov v zadnjem delu anteriorne komore je lahko povezana z 
mehanskimi funkcijami tega epitela. 
Iz rezultatov lahko sklepamo, da je več mikrotubulov tam, kjer je več mehanskih 
obremenitev na epitel. To je v predelih prebavne cevi, kjer gre za intenzivne potiske hrane 
ali tekočine (tiflosolni kanali oziroma predel tiflosolnih gub) ali tam, kjer se hrana stiska 
(zadnji del anteriorne komore in papilatna regija).  
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5. Zaključek 
Eksperimentalni del diplomske naloge je zajemal pripravo kriostatskih in parafinskih 
rezin ter imunolokalizacijo mikrotubulov s protitelesi za α-tubulin in sekundarnimi 
protitelesi s fluorescenčnim označevalcem Alexa Fluor 488. Zaradi slabe strukture 
kriostatskih rezin smo v diplomsko nalogo vključili večinoma slike, ki prikazujejo 
parafinske rezine.  
Potrdimo lahko hipotezo, da so mikrotubuli v celicah različnih regij prebavne cevi 
razporejeni različno. V želodčnem epitelu je največ mikrotubulov v apikalnih delih celic. 
V predelu tiflosolisa in tiflosolnih kanalov anteriorne komore so prav tako zgoščeni v 
apikalnih delih celic. Drugače je na trebušnem delu anteriorne komore, kjer so razporejeni 
po celotni celici. Izraziti in zelo  obsežni apikalno-bazalni snopi mikrotubulov so značilni 
za celice tiflosolisa in tiflosolnih kanalov v zadnjem delu anteriorne komore. V epitelu 
papilatne regije je mikrotubulov v splošnem več kot v epitelu anteriorne komore in so 
nameščeni v snopih v apikalno-bazalni smeri po celotni celici.  
V splošnem je reakcija lokalizacije mikrotubulov intenzivnejša v tistih delih epitela 
prebavne cevi, kjer lahko pričakujemo večje mehanske obremenitve. V teh delih prihaja 
do intenzivnih premikov ter stiskanja hrane in tekočine, za kar je potrebna mehanska 
trdnost celic in epitela. 
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